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RESUMEN 
 
 El presente trabajo aborda el estudio de la diversidad genética y la estructura poblacional de 
individuos de coquina D. trunculus de tres localidades, dos gallegas y una portuguesa. Para ello se ha 
utilizado un marcador mitocondrial del gen 16S. Debido a que en la coquina se presenta el fenómeno 
de Doble Herencia Uniparenal (DUI) ha sido necesario el análisis de cada tipo de ADN mitocondrial 
(F y M). 
 Los resultados muestran los haplotipos presentes en las tres localidades y revelan la ausencia 
de diferencias significativas entre los individuos de las tres localidades analizadas; mostrando, además, 
que se encuentran en un proceso de expansión típico tras haber sufrido una reducción drástica del 
tamaño poblacional, como ocurre en la coquina sometida actualmente a un gran declive en su 
explotación. 
 
RESUMO 
 
 O presente traballo aborda o estudo da diversidade xenética e da estructura poboacional de 
individuos de coquina D. trunculus de tres localidades, dúas galegas e unha portuguesa. Para isto 
utilizouse un marcador miticondrial do xen 16S. Debido a que na coquina presentase o fenómeno de 
Doble Herdanza Uniparental (DUI) foi necesaria a análise de cada tipo de ADN mitocondrial (F e M). 
 Os resultados mostran os haplotipos presentes nas tres localidades e revelan a ausencia de 
diferenzas significativas entre os individuos das tres localidades analizadas; mostrando, ademais, que 
se encontran nun proceso de expansión típico tras sufrir unha reducción drástica do tamaño 
poboacional, como ocorre na coquina sometida actualmente a unha grande declive na súa explotación. 
 
ABSTRACT 
•  
 This paper aims to address the study of the genetic diversity and the population structure of D. 
Trunculus coquina wedge clam individuals from three locations, two in Galicia and one in Portugal. 
To do so, a mitochondrial marker for the 16S gen was employed. Since wedge clams are affected by 
the Double Uniparental Inheritance (DUI) phenomenon, the analysis of both mitochondrial DNA types 
was required (F and M). 
 The results showcase the haplotypes present in the three locations and reveal the absence of 
significant differences among the individuals from the three analysed locations. Furthermore, the 
results show that they are immersed in an expansion process that usually occurs after a drastic 
population size reduction, as currently happens to the wedge clam due to the decline of its 
exploitation. 
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INTRODUCCIÓN 
  
 Donax trunculus (Linné, 1758) es un molusco bivalvo conocido vulgarmente como 
coquina. Pertenece a la familia Donacidae y está, por lo tanto, incluida dentro de la 
superfamilia Tellinacea. Morfológicamente, se caracteriza por poseer una concha sólida, con 
las valvas casi simétricas, de forma triangular y superficie exterior lisa. La coloración de la 
concha es variable y presenta bandas concéntricas y radiales más oscuras, el interior de la 
concha presenta también coloración variable (Figura 1).  
 
      
Figura 1. Ejemplares utilizados en este trabajo de Donax trunculus. 
 
 Esta especie presenta una amplia distribución Atlántico-Mediterránea. En las costas 
atlánticas se puede encontrar desde Senegal hasta Francia (Tebble, 1966), y en el mar 
Mediterráneo aparece por toda su costa, incluyendo también el Mar Negro (Bayed & Guillou, 
1985). En la zona atlántica D. trunculus se pueden encontrar formando bancos en fondos 
arenosos y fangosos de playas expuestas al oleaje. Son excelentes excavadores, lo que hace 
que estén muy bien adaptados para la vida en las zonas de batida (Gaspar et al., 1999). Por el 
contrario, en el mar Mediterráneo, donde no hay grandes mareas, su distribución se limita a 
playas poco expuestas y con arena fina (Mazé & Laborda, 1988). 
 La coquina representa un recurso marino muy importante para el sector marisquero de 
Galicia, sin embargo, hoy en día los bancos naturales están en regresión, bien por fenómenos 
de sobreexplotación o debido a mortalidades importantes cuyas causas son desconocidas. En 
la Figura 2 se muestra la producción de coquina en los últimos 10 años. Tras un repunte en la 
producción de coquina en los años 2007 y 2008, se produjo un descenso muy acusado, 
llegando a niveles de producción de 7737,6 kg en el año 2014, 8266,36 kg menos respecto al 
año 2008. El notable descenso que han sufrido los bancos naturales de esta especie ha hecho 
que en la actualidad estén restringidos a zonas muy concretas de la costa norte gallega, como 
es la zona de Cedeira-Vilarrube.  
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Figura 2. Evolución de la producción comercial en kg de coquina y de su precio (€/kg) en los últimos 
diez años. Datos obtenidos del Servicio de Estadística de la Consellería do Mar, Xunta de Galicia. 
 Debido a su alto valor comercial (26,4 €/kg en 2014), hace que la recuperación y 
conservación de los bancos naturales de esta especie sea de gran interés para el sector 
marisquero ya que le puede reportar importantes beneficios económicos.  
Tabla 1. Nivel de capturas (kg) y valor económico (€) de moluscos bivalvos descargados en las 
lonjas gallegas durante el año 2014. Los datos pertenecientes al Servicio de Estadística de la 
Consellería do Mar, Xunta de Galicia. 
Especie kg Importe € Medio €/Kg 
Ameixa babosa 1.009.731,99 13.429.468,57 13,3 
Ameixa bicuda 5.498,07 21.448,12 3,9 
Ameixa fina 657.371,02 13.528.144,79 20,58 
Ameixa rubia 434.098,39 3.273.003,73 7,54 
Ameixa xaponesa 1.608.330,01 10.335.775,61 6,43 
Ameixón 312.78,25 31.270,1 1 
Berberecho 1.268.232,62 7.872.367,73 6,21 
Birollo 10.186,4 25.174,89 2,47 
Coquina 7.737,6 204.234,13 26,4 
Carneiro 71.072,95 282.507,14 3,97 
Cornicha 1.264,8 4.637,59 3,67 
Longueirón 22.120,62 140.842,62 6,37 
Longueirón vello 33.308,28 115.268,52 3,46 
Navalla 433.247 2.992.474,89 6,91 
Ostra plana 64.118,14 290.382,61 4,53 
Ostra rizada 23.609,11 23.881,99 1,01 
Rabioso 1.869 1.467,7 0,79 
Reló 14 25,4 1,81 
Vieira 113.270,37 365.411,49 3,23 
Volandeira 141.905,55 341.830,23 2,41 
Zamburiña 4.575,45 26.548,99 5,8 
TOTAL 5.942.839,62 53.306.166,84  
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 Para la gestión adecuada y conservación de estos bancos naturales es necesario 
conocer las características génicas de los individuos que componen las diferentes poblaciones. 
Sin embargo, los escasos estudios genéticos realizados en esta especie se centran en la 
descripción del cariotipo (Cornet & Soulard, 1990; González-Tizón et al., 1998) y algunos 
trabajos del genoma de esta especie como son el estudio de elementos móviles y secuencias 
de ADN satélite (Plohl & Cornudella, 1996, 1997; Plohl et al., 2002; Petrovic & Plohl, 2005; 
Petrovic et al., 2009; Satovic & Plohl, 2013). Recientemente se han desarrollado estudios 
genético poblacionales como los del presente trabajo, que aportan estimas iniciales de la 
composición genética de las poblaciones de coquina en los bancos naturales de Galicia.  
 Los marcadores moleculares son las herramientas más útiles para desvelar y 
cuantificar la variación genética. Existe gran variedad de marcadores moleculares, entre los 
cuales destaca el ADN mitocondrial (ADNmt), por ser el marcador de diversidad molecular 
más usado durante décadas para el estudio de los organismos marinos. En general, la 
molécula de ADNmt codifica para 37 genes dos de los cuales lo hacen para ARNs 
ribosómicos (ARNr 12S y 16S), 22 para ARNs transferentes (ARNt) y 13 para proteínas, que 
en su mayoría son subunidades de diferentes complejos multienzimáticos implicados en la 
cadena de transporte electrónico y en fosforilación oxidativa, como son la NADH 
deshidrogenasa (subunidades 1-6 y la 4L), la citocromo c oxidasa (subunidades I-III), la ATP 
sintetasa (ATPasa subunidades 6 y 8) y el citocromo b (Wolstenholme et al., 1987; Hoffman 
et al., 1992). 
 El genoma mitocondrial presenta numerosas características que lo convierten en un 
marcador molecular altamente conveniente para el estudio de la composición genética de las 
poblaciones. La existencia de múltiples copias del mismo en la célula y de regiones variables 
flanqueadas por regiones altamente conservadas, facilitan enormemente la amplificación de 
este ADN por PCR, ya que se pueden diseñar cebadores para las regiones altamente 
conservadas. Además, la elevada conservación de los genes mitocondriales en animales, con 
muy pocas duplicaciones, sin intrones y con regiones intragénicas muy cortas posibilitan el 
diseño de cebadores incluso para organismos no modelo, donde el conocimiento de la 
secuencia de ADNmt es nula o insuficiente para el diseño de cebadores (Gissi et al, 2008). 
Por ello, los marcadores mitocondriales representan una herramienta molecular sencilla y 
relativamente barata que permite obtener una primera aproximación de la estructura génica de 
las especies objeto de estudio (Galtier et al., 2009). Por otro lado, este genoma es haploide y 
de herencia mayoritariamente uniparental, por lo que su tamaño es 4 veces menor al ADN 
nuclear. Esto conlleva a la mayor sensibilidad de ADNmt a la deriva génica y una mayor 
resolución del mismo a la hora de detectar cambios poblacionales respecto a los marcadores 
nucleares (Ferguson et al., 1995; Ballard & Whitlock, 2004; Zink & Barrowclough, 2008).  
 En el presente trabajo se ha considerado como marcador mitocondrial el gen 16S, ya 
que ha sido ampliamente utilizado en los estudios de genética poblacional tanto en especies de 
bivalvos (Ladoukakis et al., 2002; Kong & Li, 2009; Yuan, Kong & Li, 2013) como en 
estudios con otros grupos de animales marinos (Boissin et al., 2008; Sotelo et al., 2009; 
Ahrens et al., 2013; Schuchert, 2014).  
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 Una de las características más destacables de este genoma es su modo de herencia. 
Normalmente en animales, el ADNmt tiene una herencia generalmente materna (SMI), y por 
lo tanto clonal (Birky, 2001), lo que significa que todo el genoma se comporta como uno solo 
y todas las regiones comparten una genealogía común. El ADN paterno se elimina antes 
(como en los cangrejos de río, Moses, 1961), durante (como en Ascidia, Ursprung & 
Schabtach, 1965) o después (como en el ratón, Sutovsky, 1999) de la fertilización (véase Xu 
et al., 2005; White et al., 2008). Sin embargo, esta regla no se cumple en todas especies, se ha 
observado una forma atípica de la transmisión de genoma mitocondrial en moluscos bivalvos 
marinos y de agua dulce (Skibinski et al., 1994a, b; Zouros et al., 1994a, b; Hoeh et al., 1996; 
Liu et al., 1996). Estas especies se caracterizan por presentar dos tipos de ADNmt, uno 
transmitido vía materna y otro vía paterna. Este sistema de transmisión de ADNmt se conoce 
como Doble Herencia Uniparental (DUI) (Zouros et al., 1994). En este tipo de herencia, el 
ADN mitocondrial materno (genoma tipo F) se transmite a la descendencia través de los 
óvulos, tanto a descendientes machos como hembras, y el paterno (genoma tipo M) se 
transmite a través del esperma, solo a los descendientes machos. Las hembras adultas 
presentan solo el tipo F tanto en los tejidos somáticos como en las gónadas (homoplásmicas), 
mientras que en machos adultos el tipo F predomina en los tejidos somáticos y el tipo M en 
las gónadas (heteroplásmicos), es decir, los machos, reciben ambos tipos de ADNmt aunque 
solo transmiten el genotipo paterno (Zouros et al., 1994, Ladoukakis et al., 2002).  
 La doble herencia uniparental está presente en al menos varias superfamilias (4) y en 6 
de las familias de bivalvos: Hyriidae, Margaritiferidae, Mytilidae (Fisher & Skibinski, 1990; 
Skibinski et al., 1994 a, b; Zouros et al., 1994 a, b), Solenidae, Unionidae (Liu et al., 1996; 
Hoeh et al., 2002) y Veneridae (Passamonti & Scali, 2001; Breton et al., 2007). En D. 
trunculus se ha demostrado también la presencia de este tipo de herencia (Theologidis et al., 
2008).  
 Por lo tanto, es necesario tener en cuenta este modo de herencia, ya que puede 
interferir en el análisis de los datos poblacionales a la hora de interpretar los resultados 
obtenidos. En concreto, en el mejillón Mytilus galloprovincialis se ha demostrado que los dos 
tipos de ADNmt (F y M) aportan diferente información respecto al grado de variación y 
distancia genética entre poblaciones; el genoma F muestra mayor diversidad dentro de las 
poblaciones mientras que el genoma M revela mayor diferenciación entre las poblaciones 
(Ladoukakis et al., 2002). Además, la divergencia de los dos tipos de ADNmt dentro de una 
especie es generalmente alta, algunas veces superior al 50%, lo que es comparable a las 
distancias de ADNmt entre las clases de vertebrados (Kumazawa et al., 2004). El hecho de 
que las hembras reciban sólo ADNmt de sus progenitoras y, que los machos, transmitan a sus 
descendientes sólo el tipo de ADNmt que heredaron de su progenitor, explica el alto grado de 
divergencia entre los tipos de ADNmt masculinos y femeninos (Hoeh et al., 1991; Fisher et 
al., 1990; Zouros et al., 1992). Una consecuencia a nivel experimental es que los cebadores 
universales puedan no reconocer ninguno de los genomas o puedan reconocer sólo uno 
(Theologidis et al., 2008). Por ello lo adecuado es el uso de cebadores diferentes para el 
reconocimiento de cada uno de los ADNmt. 
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 Como hemos indicado previamente, para abordar cualquier problema de conservación 
y recuperación de bancos naturales, es necesario llevar a cabo estudios genéticos con los que 
obtener una aproximación tanto de la estructura como de la variación genética que presentan 
(Joaquim et al., 2010). Con estos estudios se pueden conocer las características de los 
individuos presentes y, así, tomar decisiones que contribuyan a la realización de una gestión 
sostenible del recurso. Los análisis de diversidad y diferenciación genética son utilizados en 
muchos casos, sobre todo cuando una población presenta un descenso continuado y se 
considera la posibilidad de realizar repoblaciones con individuos de otras localidades. En 
estos casos, si se encontrase diferenciación genética en las localidades analizadas, ésta debería 
considerarse tanto en los planes de extracción como de repoblación, ya que estas tareas 
pueden tener efectos deletéreos en la composición génica de las poblaciones naturales, como 
la pérdida de variabilidad o de adaptación a condiciones locales (Ward, 2006). 
 Este trabajo se desarrolló en el marco del proyecto de investigación “Estudo dos 
bancos naturais de coquina: problemática da súa desaparición en Galicia (PGIDIT-CIMA 
13/08)” financiado por la Consellería do Medio Rural e do Mar de la Xunta de Galicia y 
realizado por el grupo de investigación XENOMAR (Xenética de Organismos Mariños) de la 
Universidade da Coruña.  
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OBJETIVOS 
 
 Dada la importancia comercial de D. trunculus y la escasez de estudios genéticos 
poblacionales en esta especie, el presente trabajo tiene como objetivo el análisis de la 
diversidad genética y la estructura poblacional de D. trunculus en tres localidades de la 
Península Ibérica mediante el uso del marcador mitocondrial 16S. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Material de estudio 
 Para la realización de este trabajo, se emplearon muestras de coquina D. trunculus 
procedentes de bancos naturales de tres localidades de la Península Ibérica: Vilarrube y 
Corme-Laxe de A Coruña, y Monte Gordo de Portugal (Figura 3). Una vez en el laboratorio, 
los individuos se diseccionaron y se conservaron en etanol al 96%. 
 
 
 
Figura 3. Situación geográfica de las localidades estudiadas de D. trunculus. 
VIL: Vilarrube, CL: Corme- Laxe, MG: Montegordo. 
 Todos los individuos fueron sexados mediante observación al microscopio óptico de 
preparaciones de tejido gonadal. 
 
Extracción de ADN genómico 
 La extracción de ADN genómico total se realizó a partir de tejido muscular y/o 
gonadal siguiendo el método descrito por Walsh et al (1991) que emplea la resina Chelex 
100™ (Sigma-Aldrich). Para ello, se extrajo una porción del tejido correspondiente de 
aproximadamente 1 mm3 y se introdujo en 100 µl de Chelex 100TM al 10% (g/ml) en agua 
milliQ estéril. Se incubaron durante 20 min a 100 °C y, tras esto, fueron centrifugados 1 min a 
13000 rpm. La cuantificación del ADN extraído se realizó mediante el uso de un 
espectoforómetro NanoDrop ND-1000 (Technologies, Inc.). 
 
Amplificación por PCR (Polymerase Chain Reaction) y secuenciación 
 La amplificación del gen 16S tipo F se llevó a cabo empleando el cebador universal 
descrito por Kocher et al. (1989) (16SAR: -5’ CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3’-) y el 
MG#
CL#
VIL#
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cebador específico descrito por Theologidis et al. (2008) (DT16S-R395: -5’ 
CYYTAATYCAACATCGAGGTC) a partir de ADN extraído de tejido muscular. El 
fragmento 16S tipo M se amplificó con una pareja de cebadores descrita por Fernández-Pérez 
et al. (en revisión), a partir de ADN extraído de tejido gonadal.  
 Las mezclas de reacción se realizaron en un volumen final de 25 µl, conteniendo 100 
ng de ADN, 0,75 U de Taq ADN polimerasa, tampón de la polimerasa 1x, 0,25 mM de 
dNTPs, 0,6 µM de cada primer, agua milliQ estéril y 1,5 mM de MgCl2 para el gen 16S tipo F 
y 2 mM para el tipo M. 
 Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad). 
El programa de amplificación utilizado en ambos casos consistió en una desnaturalización 
inicial de 2 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 60°C durante 1 min y 20 
s y 72°C durante 1 min, y una extensión final a 72 °C durante 5 min. 
 El análisis de los productos de PCR se efectuó mediante electroforesis horizontal en 
geles de agarosa al 2% en tampón 1xTAE aplicando 5 µl de producto de PCR y 1 µl de 
tampón de carga, que incluía el colorante azul de bromofenol y xileno cianol, lo que permitió 
visualizar el progreso de la migración de la electroforesis. Como marcador de peso molecular 
se usó el DNA Molecular Weight Marker XIII (Roche Applied Science) para determinar la 
longitud de los fragmentos de ADN en comparación con el mismo. Una vez finalizada la 
electroforesis, el gel se tiñó por inmersión en bromuro de etidio (0,5 µg/ml en 1xTAE) 
durante 30 min y se visualizó en un transiluminador Gel Doc XR System (Bio-Rad).  
 La secuenciación de los productos de PCR elaboró en un secuenciador automático 
ABI PRISM 3130XL (Applied Biosystems) en los Servicios de Apoio á Investigación (SAI) 
de la Universidad de la Coruña empleando el cebador forward correspondiente en cada caso.  
 
Análisis de diversidad genética y diferenciación poblacional  
 Las secuencias obtenidas se editaron con el programa BioEdit versión 7.2.5 (Hall, 
1999), para eliminar los extremos de las secuencias, donde la lectura no era fiable. 
Posteriormente, se sometieron las secuencias editadas a un análisis BLAST (Basic Local 
Aligment Search Tool) (Altschul et al., 1997) para verificar su identidad y se alinearon con 
Clustal W (Thompson et al., 1994). 
 La heterogeneidad genética dentro de las localidades se estimó como diversidad 
haplotípica (h) y diversidad nucleotídica (π). Se entiende por diversidad haplotípica (h) la 
probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de una localidad sean distintos y se 
calcula a partir de la siguiente ecuación (Nei, 1987):  ℎ = 𝑛(1− Σ𝑥!!)/(𝑛 − 1) 
donde n es el número de secuencias examinadas y xi es la frecuencia de la secuencia i en la 
localidad X.  
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 La diversidad nucleotídica (π) indica la probabilidad de que dos nucleótidos con 
posiciones homólogas tomados al azar sean diferentes, es decir, el número medio de 
diferencias nucleotídicas por sitio entre dos secuencias. Para calcularla se emplea la siguiente 
ecuación (Nei, 1987):  𝜋 =    𝑛𝑛 − 1    𝑥!!" 𝑥!𝜋!" 
donde n es el número de secuencias examinadas, xi y xj son las frecuencias de las secuencias i 
y j, y 𝜋𝑖𝑗 es la proporción de nucleótidos diferentes entre los tipos i y j.  
 Estos dos índices, así como la reconstrucción de los haplotipos, se calcularon con el 
programa DnaSP versión 5.10.01 (Rozas et al., 2009). Además, se empleó el programa 
Arlequín versión 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) para el cálculo de las frecuencias 
haplotípicas.  
 Para analizar los cambios demográficos dentro de las poblaciones se utilizó el test FS 
de Fu (Fu, 1997) implementado en el DnaSP versión 5.10.01 (Rozas et al., 2009). Este 
estadístico se calcula a partir de la probabilidad (S ́) de tener una muestra aleatoria con un 
número de alelos mayor o igual que el observado dado el nivel de diversidad estimado.  
𝐹! = ln   𝑆!1− 𝑆!  
 Un valor negativo de FS evidencia un exceso de haplotipos, esperable en una situación 
de expansión poblacional reciente o selección purificadora. Un valor positivo evidencia un 
déficit de haplotipos, esperable en una situación de cuello de botella reciente, o 
sobredominancia. La significación del estadístico se obtuvo por simulación coalescente (1000 
réplicas).  
 Por otro lado se utilizó el programa Network versión 4.6.1.3 (Fluxus Tenchnology 
Ldt.) para establecer las relaciones filogenéticas entre los haplotipos, describiéndolos 
mediante un árbol de redes. Para ello se aplicó el algoritmo Median-joining (Bandelt et al., 
1999), que establece las redes de haplotipos a partir de todos los árboles filogenéticos posibles 
más parsimoniosos. 
 Las estimas de diferenciación poblacional se calcularon a través de un Análisis 
Molecular de la Varianza (AMOVA) (Excoffier & Lischer, 2010) empleando el programa 
Arlequín versión 3.5.1.2. Este programa también se utilizó para estimar los valores FST por 
pares de localidades en base a las frecuencias haplotípicas. La distribución de los FST ́s se 
obtuvo por bootstrapping (1000 réplicas). 
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RESULTADOS 
 
Análisis de secuencias 
 A partir de ADN genómico de coquina, y tras la amplificación por PCR del gen 16S 
tipo F, se secuenció un fragmento de 447 pb en un total de 93 individuos, 47 hembras y 46 
machos. Después de eliminar la secuencia de los cebadores y las regiones de alineamiento 
dudoso, el fragmento resultó de 357 pb. Este alineamiento permitió identificar 21 haplotipos 
definidos por 20 sustituciones nucleotídicas o sitios variables (Tabla 2). 
 
Tabla 2. Sitios variables localizados en los 21 haplotipos definidos para el gen 16S tipos F. Todos los 
haplotipos son comparados con el haplotipos 1. n: número de cada haplotipos en la muestra total. 
Haplotipos   1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3  
 2 3 0 1 8 9 9 9 2 2 3 4 5 6 6 8 2 2 2 2 n 
 3 8 4 0 5 3 5 8 7 8 8 1 5 1 2 1 0 2 4 6  
1 G A G T G C G C A C T G C C T A T C C G 3 
2 . . T . . . A . . . . . . . . G . . . . 1 
3 . . . . . . A . . . . . . . . G . . . . 58 
4 . . . . . . A . . . . T . . . G . . . . 3 
5 . . . . . . A . . . . . . T . G . . . . 1 
6 . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . 8 
7 . . . . . . A . . . . . . . G G . . . . 2 
8 . T . . . . A . . . . . . . . G . . . . 1 
9 . . . . . . A . . . . . . . . G . . T . 1 
10 . . . . . . A . . T . . . . . G . . . . 1 
11 . . . C . . A . . . . . . . . G . . . . 1 
12 . . . . . . A . . . . . . . . G . T . . 1 
13 . . . . . . . T G . C . . . . . . . . . 1 
14 . . . . A . A . . . . . . . . G . . . . 2 
15 . . . . . . A T . . C . . . . . . . . . 3 
16 . . . . . . A T . . . . . . . G . . . . 1 
17 A . . . .  A . . . . . . . . G . . . . 1 
18 . . . . . T A . . . . . . . . G . . . . 1 
19 . . . . . . . T . . C . . . . . . . . A 1 
20 . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . 1 
21 . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . 1 
 
 
 En la Tabla 3 se muestran todos los haplotipos correspondientes a las tres localidades 
analizadas. El haplotipo 3 fue el más abundante (62,37%), estando presente en todas las 
localidades, y en un total de 58 individuos. La localidades con más haplotipos fueron 
Vilarrube y Corme-Laxe, con un total de 11 cada una, siendo la localidad de Monte Gordo la 
que presentó un menor número de haplotipos con 7. Las tres localidades presentaron 2 
haplotipos compartidos entre ellas (haplotipos 3 y 6), Vilarrube y Corme-Laxe mostraron 2 
haplotipos compartidos entre ambas (haplotipos 1 y 4) y Vilarrube y Monte Gordo, por su 
parte, otros 2 (haplotipos 14 y 15). Los haplotipos restantes fueron privados o característicos 
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de una determinada localidad, generalmente, presentes solo en 1 (haplotipos únicos) o 2 
individuos (haplotipos únicos). Las localidades que presentaron mayor número de haplotipos 
privados fueron Vilarrube y Corme-Laxe, con 6 haplotipos cada una, y la que menos Monte 
Gordo, con 3. 
 
Tabla 3. Frecuencia absoluta de los 21 haplotipos del gen 16S tipo F en las tres localidades analizadas. 
Haplotipos Vilarrube Corme-Laxe Monte Gordo TOTAL % 
Hap_1 1 2  3 3,23 
Hap_2  1  1 1,08 
Hap_3 24 13 21 58 62,37 
Hap_4 2 1  3 3,23 
Hap_5  1  1 1,08 
Hap_6 3 2 3 8 8,6 
Hap_7  2  2 2,15 
Hap_8  1  1 1,08 
Hap_9  1  1 1,08 
Hap_10  1  1 1,08 
Hap_11  1  1 1,08 
Hap_12 1   1 1,08 
Hap_13 1   1 1,08 
Hap_14 1  1 2 2,15 
Hap_15 2  1 3 3,23 
Hap_16 1   1 1,08 
Hap_17 1   1 1,08 
Hap_18 1   1 1,08 
Hap_19   1 1 1,08 
Hap_20   1 1 1,08 
Hap_21   1 1 1,08 
TOTAL 38 26 29 93 100 
 
 
 Para el gen 16S tipo M se amplificó	  y	  secuenció un fragmento de 413pb. En este caso, 
los fragmentos procedían de 42 individuos. Tras eliminar la secuencia de los cebadores y las 
regiones de alineamiento dudoso, el tamaño del fragmento se redujo a 352pb. Con este 
alineamiento se pudieron identificar 4 haplotipos definidos por 4 sitios variables (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Sitios variables localizados en los 4 haplotipos definidos para el gen 16S tipo M. Todos los 
haplotipos son comparados con el haplotipos 1. n: número de cada haplotipo en la muestra total. -: gaps. 
H    1  
A 1 2 3 4 n 
P 1 1 4 8  
1 A A C T 32 
2 - - . . 8 
3 . . . C 1 
4 . . T . 1 
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Para este tipo de ADNmt el haplotipo más abundante fue el 1 (76,19 %), apareciendo en todas 
las localidades y en un total de 32 individuos. Solo este haplotipo y el 2 aparecen en las tres 
localidades. Los haplotipos 3 y 4 son haplotipos privados, estando únicamente presentes en 
Monte Gordo. (Tabla 5).  
 
Tabla 5. Frecuencia absoluta de los 4 haplotipos del gen 16S tipo M en las tres localidades examinadas. 
H Vilarrube Corme-Laxe Monte Gordo TOTAL % 
A      
P      
Hap_1 13 9 10 32 76,19 
Hap_2 1 5 2 8 19,05 
Hap_3   1 1 2,38 
Hap_4   1 1 2,38 
TOTAL 14 14 14 42 100 
 
 
Relaciones entre haplotipos 
 Las relaciones entre los haplotipos identificados se analizaron a través de las redes de 
haplotipos (Figuras 4 y 5), mediante el programa Network versión 4.6.1.3 (Fluxus 
Tenchnology Ldt.). Tanto para el gen 16S tipo F como para el tipo M, las redes de haplotipos 
construidas muestran una estructura estrellada con todos los haplotipos fuertemente 
relacionados con el más frecuente. Este tipo de morfología es característica de procesos de 
expansión poblacional. Además, para el tipo F, la red se caracteriza por la gran presencia de 
haplotipos privados los cuales, en su mayoría, están relacionados con el haplotipo más 
abundante. Este haplotipo más abundante correspondería al haplotipo ancestral, es decir, el 
haplotipo a partir del cual habrían derivado el resto. Para el tipo M, solo los individuos de la 
localidad de Monte Gordo muestran haplotipos privados. En ambos casos, el número de 
cambios nucleotídicos es bajo, con solo 1 o 2 cambios. 
 Las redes de haplotipos elaboradas no mostraron en ningún caso evidencias de 
diferenciación poblacional; la mayoría de los haplotipos privados se encontraron en 2-7 
individuos de cada una de las localidades y los haplotipos más frecuentes se encontraron 
distribuidos en todas las localidades. 
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Figura 4. Árbol de redes con las relaciones inferidas entre los haplotipos del gen 16S para el tipo F. El 
tamaño de los círculos es proporcional a la frecuencia relativa del haplotipos y los colores representan el 
aporte de cada localidad al haplotipo. Los números representados en las ramas indican el número de 
cambios que dieron lugar al haplotipo. 
	  
 
Figura 5. Árbol de redes con las relaciones inferidas entre los haplotipos del gen 16S para el tipo M. El 
tamaño de los círculos es proporcional a la frecuencia relativa del haplotipos y los colores representan el 
aporte de cada localidad al haplotipo. Los números representados en las ramas indican el número de 
cambios que dieron lugar al haplotipo. 
 
Análisis de la diversidad genética  
 El nivel de variación en cada una de las localidades analizadas medido a través de la 
diversidad haplotípica (h) y nucleotídica (π) se muestra en las Tabla 6. Los valores más altos 
de diversidad haplotipica para el tipo F se encuentran en la localidad de Corme-Laxe (0,750) 
y los más bajos en Vilarrube (0,475). La diversidad nucleotídica para este tipo de ADNmt es 
idéntica en todas las localidades (0,004). Para el tipo M, la mayor diversidad haplotipica se 
presenta en las localidades de Corme-Laxe y Monte Gordo (0,495). En cuanto a diversidad 
nucleotídica, Monte Gordo muestra los valores más altos (0,001) y Corme-Laxe y Vilarrube 
los valores más bajos, ya que ambas localidades presentan un valor cero de diversidad. Éste 
valor cero es debido a que las muestras dentro de la población sólo se diferencian en la 
presencia o ausencia de ciertos gaps en sus secuencias, que el programa no considera como 
diferencias nucleotídicas.  
1
1 1
2 
11
1 
2
1 
11 
1 
1 
1 
1 
1 1 
1 
1 
1 
1 
Vilarrube 
Corme-Laxe 
Monte Gordo 
Vilarrube 
Corme-Laxe 
Monte Gordo 
1 
1 
2 
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Tabla 6. Estimas de diversidad genética en las secuencias F y M del gen 16S. 
 
 
 
 
 
 
n: número de individuos analizados; Nh: número de haplotipos encontrados; h:diversidad 
haplotípica; 𝜋: diversidad nucleotídica. 
 
 La Tabla 7 muestra los valores obtenidos para el estadístico Fs de Fu para los tipo F y 
M. Los valores obtenidos fueron significativos en la mayoría de los casos, indicando posibles 
eventos de expansión poblacional. En las localidades de Vilarrube y Corme-Laxe para el tipo 
M, no se ha podido realizar el test. Esto se debe a que estas localidades solo se diferencian, 
como ya hemos indicado anteriormente, en la presencia o ausencia de gaps establecidos en 
algunas posiciones de sus secuencias, algo que el programa no considera como diversidad 
nucleotídica y, por ello, no aporta valores que apoyen los posibles eventos de expansión 
poblacional. 
 
Tabla 7. Test FS de Fu para el gen 16S tipo F y M. 
Localidad 16S tipo F 16S tipo M 
Vilarrube -5,129* - 
Corme-Laxe -6,435* - 
Monte Gordo -1,236 -1,475 
TOTAL -15,890* -2,795 
              
 *Diferenciación significativa (P < 0,05). 
Análisis de la diferenciación poblacional 
 La estructura genética de las localidades fue analizada mediante el análisis AMOVA 
(Tablas 8 y 9). Para los dos tipos de ADNmt se observa que el mayor porcentaje de variación 
se encuentra dentro de las localidades (99,69% para el tipo F y 94,81% para el tipo M). 
Además, podemos observar que el porcentaje de variación es mayor en el tipo F que en el M. 
 16S tipo F 16S tipo M 
Localidad n Nh h π n Nh h π 
Vilarrube 38 11 0,475 0,004 14 2 0,161 0,00 
Corme-Laxe 26 11 0,750 0,004 14 2 0,495 0,00 
Monte Gordo 29 7 0,600 0,004 14 4 0,495 0,001 
TOTAL 93 21 0,605 0,004 42 4 0,391 0,000 
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 Los valores de índice de fijación FST obtenidos a partir de los haplotipos del gen 16S 
fueron 0.00314 para el tipo F y 0.05194 para el tipo M, ninguno de ellos significativamente 
distintos de cero. 
 
Tabla 8. Análisis molecular de la varianza (AMOVA) para el gen 16 S tipo F. 
Gen 16S tipo F 
Fuente de 
variación g.l. Suma de cuadrados 
Componentes de 
varianza % variación 
Entre 
localidades 2 0,661 0,00095 0,31 
Dentro de 
localidades 90 27,145 0,30161 99,69 
TOTAL 92 27,806 0,30256  
 
Índice de fijación (FST)                                                       0.00314 
 
Tabla 9. Análisis molecular de la varianza (AMOVA) para el gen 16S tipo M. 
Gen 16S tipo M 
Fuente de 
variación 
g.l. Suma de cuadrados Componentes de 
varianza 
% variación 
Entre 
localidades 
2 0,665 0,01033 5,19 
Dentro de 
localidades 
39 7,357 0,18864 94,81 
TOTAL 41 8,024 0,19898  
 
Índice de fijación (FST)                                                       0.0519 
 
 El cálculo del índice FST por pares de localidades se refleja en la Tabla 10. Los valores 
obtenidos no revelaron la existencia de diferencias significativas entre las comparaciones 
realizadas. 
Tabla 10. Valores FST por pares de localidades en 16S tipo F (diagonal superior) y 16S tipo M (diagonal 
inferior). 
Localidad Vilarrube Corme-Laxe Monte Gordo 
Vilarrube - -0,00077 -0,01220 
Corme-Laxe 0,15593 - 0,02804 
Monte Gordo -0,00962 0,02404 - 
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DISCUSIÓN 	  
 
 En este trabajo se analizó la diversidad genética y diferenciación poblacional de D. 
trunculus en dos localidades gallegas y una portuguesa, empleando para ello un fragmento del 
gen 16S como marcador molecular. Esta región es un marcador mitocondrial ampliamente 
usado en estudios poblacionales tanto de moluscos bivalvos (Ladoukakis et al., 2002; Kong & 
Li, 2009; Yuan, Kong & Li, 2013) como de otros organismos marinos (Boissin et al., 2008; 
Sotelo et al., 2009; Ahrens et al., 2013; Schuchert, 2014), pero es la primera vez que se 
analiza con este fin en D. trunculus. 
 La presencia de DUI en D. trunculus es un factor importante que debe tenerse en 
cuenta ya que puede interferir en la interpretación de estudios poblacionales (Ladoukakis et 
al., 2002). Esto hizo necesario el empleo de cebadores específicos para la amplificación de 
ambos tipos mitocondriales (F y M).  
 El fragmento analizado del gen 16S tipo F resultó ser polimórfico para las tres 
localidades estudiadas en este trabajo, y mostró valores medios de diversidad haplotípica y 
nucleotídica. En 93 individuos examinados existen 21 haplotipos distintos, mientras que, para 
el fragmento 16S tipo M, se estudiaron 42 individuos encontrándose tan sólo 4 haplotipos. 
Este elevado número de haplotipos para el tipo F y bajo para el tipo M concuerda con los 
resultados obtenidos en otros análisis de diversidad genética de moluscos bivalvos como el 
realizado en el mejillón M. galloprovincialis (Ladoukakis et al., 2002). 
 Los valores de diversidad haplotípica y nucleotídica para los tipos F y M fueron de 
0,605 y 0,004, y 0,391 y 0,000, respectivamente. La mayor diversidad haplotípica y 
nucleotídica observada en el tipo F concuerda con los datos obtenidos en M. galloprovincialis 
(Ladoukakis et al., 2002). Estos autores sugieren que la mayor variabilidad del ADNmt tipo F 
se debe a que presenta un tamaño efectivo de la población mayor, puesto que aparece en 
ambos sexos, mientras que el tipo M, está restringido sólo a machos. Teóricamente la 
variabilidad presente en una población está correlacionada positivamente con el tamaño 
efectivo de la misma (Fuji & Nishida, 1997). Debemos resaltar que la baja diversidad 
nucleotídica obtenida para el tipo M es, en parte, debida a que en las localidades de Villarube 
y Corme-Laxe el programa utilizado no considera diferencias nucleotídicas entre ellas, al 
diferenciarse únicamente en la presencia o ausencia de ciertos gaps en sus secuencias.  
 Los resultados obtenidos con el test Fs de Fu para el tipo F son significativos para las 
localidades de Vilarrube y Corme-Laxe lo que sugiere la existencia de eventos de expansión 
poblacional. Estos resultados no pueden ser confirmados con los valores del tipo M, ya que no 
se pudo realizar el test para las localidades de Vilarrube y Corme-Laxe. 
 La red de haplotipos construida para cada uno de los tipos de ADNmt muestra en 
ambos casos una estructura estrellada con todos los haplotipos estrechamente relacionados 
con el más frecuente. Esta estructura también es característica de poblaciones en expansión 
tras un cuello de botella (Slatkin & Hudson, 1991), lo que apoya los resultados obtenidos en 
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el test Fs de Fu para el tipo F. Por otro lado, todas las localidades presentan el haplotipo más 
abundante para cada tipo de ADNmt, que correspondería con el haplotipo ancestral del que 
derivaron el resto. Así mismo, la presencia de los haplotipos más frecuentes en todas las 
localidades, unido a un elevado número de haplotipos únicos, es un patrón característico de 
organismos marinos cuyas poblaciones han sufrido regresión durante las glaciaciones de 
Pleistoceno (Baker et al., 2008; Sotelo et al., 2009). Además, este patrón, es indicativo de que 
las poblaciones han evolucionado a partir de una población ancestral de pequeño tamaño 
efectivo. 
 De acuerdo con los resultados obtenidos en el AMOVA y en los análisis de FST , el gen 
16 S no presenta diferencias significativas en ambos tipos de ADNmt en las tres localidades 
estudiadas. Estos resultados indican la ausencia de diferenciación genética entre las 
localidades, lo que sugiere la existencia de intercambio genético entre las mismas. La 
ausencia de variaciones genéticas entre poblaciones es un patrón muy común en estudios 
genéticos de poblaciones marinas de especies con desarrollo larvario pelágico, donde las altas 
capacidades dispersivas y la mezcla oceánica actúan como agentes homogeneizantes de las 
poblaciones, dando lugar a que entre ellas no exista variabilidad genética (Reichow & Smith, 
2001; Rivera et al., 2004). Así mismo, el análisis AMOVA reveló una mayor diferenciación 
dentro de las localidades, siendo este porcentaje superior en el tipo F, aunque en ninguno de 
los casos resultaron significativos. Estos resultados coinciden con los observados en M. 
galloprovincialis, donde el genoma F muestra mayor diversidad dentro de las poblaciones 
(Ladoukakis et al., 2002). 
 La ausencia de diferenciación observada en las localidades estudiadas de D. trunculus 
podría relacionarse con el desarrollo larvario que, como ocurre en general en moluscos, 
conlleva un período variable de tiempo como parte del plancton, el cual puede estar 
pasivamente dirigido por las corrientes de agua a distancias considerables (Seed, 1969). Por 
ello, este comportamiento de las larvas promueve la conectividad de las poblaciones de 
adultos locales de acuerdo con los patrones hidrográficos. La costa atlántica ibérica está bajo 
la influencia de la Corriente Ibérica Polar (IPC). Esta corriente va principalmente hacia el 
norte de Galicia desde el sur de Portugal, pasando por el Cabo de Finisterre y dirigiéndose 
después hacia el este, a lo largo de la costa cantábrica y hacia el norte de la Bahía de Vizcaya. 
Además, rasgos de mesoescala tales como la topografía costera, afloramientos estacionales, 
giros y remolinos también gobiernan los movimientos del agua a lo largo de este rango 
(Quinteiro et al., 2007), lo que facilita la homogeneización genética. Esta homogeneización a 
lo largo de la costa gallega y portuguesa aparece en diversos estudios, como por ejemplo el 
llevado a cabo en Necora puber (Sotelo et al., 2009). Además de las corrientes oceánicas, la 
ausencia de diferenciación genética observada también podría estar relacionada con procesos 
de expansión poblacional, detectados con el test FS de Fu y en las redes de haplotipos. 
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CONCLUSIONES  
 
Las conclusiones que se pueden extraer tras la realización del presente trabajo son las 
siguientes: 
1. El número de haplotipos encontrados para el fragmento 16S tipo F fueron 21 mientras 
que para el tipo M fueron 4. Los haplotipos más abundantes son el haplotipo 3 en el 
caso del tipo F y el 1 para el tipo M. Estos haplotipos son comunes en las tres 
localidades y, además, son haplotipos ancestrales a partir de los cuales han derivado el 
resto. 
 
2. Los resultados obtenidos tras la realización del test FS de Fu y la red de haplotipos 
muestran la presencia de eventos de expansión poblacional después de que la 
población inicial se viese reducida de forma drástica. 
 
3. Los análisis AMOVA y FST revelan la ausencia de diferencias significativas en las 
localidades estudiadas, lo que supone que estas localidades presentan un gran 
intercambio genético entre ellas. 
 
CONCLUSIÓNS 
 
As conclusións que se poden extraer tras a realización do presente traballo son as seguintes: 
1. O número de haplotipos atopados para o fragmento 16S foron 21 mentres que para o 
tipo M foron 4. Os haplotipos máis abundantes son o haplotipos 3 no caso do tipo F e 
o 1 para o tipo M. Estos haplotipos son comúns nas 3 localidades e, ademais, son 
haplotipos ancestrais a partir dos cales derivaron o resto. 
 
2. Os resultados obtidos tras a realización do test FS de Fu e da rede de haplotipos 
mostran a presenza de eventos de expansión poboacional e despois de que a poboación 
inicial se vise reducida de forma drástica. 
 
3. As análises AMOVA e FST de Fu revelan a ausencia de diferenzas significativas nas 
localidades estudiadas, o que supón que estas localidades presentan un gran 
intercambio xenético entre elas. 
 
CONCLUSIONS 
 
After the finalization of this research, the following conclusions were attained: 
	  	  
	  
19	  
1. 21 haplotypes were found for the F type 16S fragment and 4 haplotypes were found 
for the M type. The most abundant haplotypes are the haplotype 3 for the F type and 
the haplotype 1 for the M type. These are common in the 3 locations and, in addition, 
they are ancestral haplotypes from which the other ones derived. 
 
2. The results of the Fu’s FS test and the haplotype network show population expansion 
events that happened after the drastic reduction of the initial population. 
 
3. The AMOVA and FST test reveal the absence of significant differences among the 
analysed locations, showing a great genetic exchange. 
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